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緒言 
 
無機ヒ素は自然環境中に広く存在している。特にインドやバングラデ
ィシュなどの地域では汚染された井戸水などを介した無機ヒ素の慢性的
な過剰摂取により、手足の異常角化、色素異常沈着、体躯の斑点様脱色、
ボーエン病などの皮膚疾患、レイノー現象、心血管障害、脳血管障害、
細動脈硬化、高血圧症、烏足病などの血管系への影響や骨髄障害、末梢
性神経炎、黄疸、腎不全、糖尿病などさまざまな疾病を引き起こす事が
知られており(IPCS. 2001)、公衆衛生上の重大な懸念事項となっている。
我が国でも宮崎県土呂久地区における慢性ヒ素中毒や茨城県神栖市で起
きた地下水へのヒ素(有機ヒ素であるジフェニルアルシン酸)混入などが
問題となっている。無機ヒ素は IARC によりヒト発がん物質と分類され
ており、その好発部位として皮膚、膀胱、肺、肝臓、腎臓などが知られ
ている(IARC. 1987, 2004)。ヒ素を摂取することによって発がん率が増加
することは疫学的研究により明らかであるが、ヒ素の発がんメカニズム
の詳細に関しては未だ不明な点が多い。 
毒物と認識されている一方で、ヒ素は古くより治療薬として用いられ
てきた。古くは古代ギリシャ、ローマ時代に潰瘍の治療薬として用いら
れた石黄(As2S3)や鶏冠石(As2S2)にはじまり、現代においてもサルバルサ
ン(C12H12As2N2O2)が梅毒の治療薬として用いられていた(Miller et al. 
2002)。また、中国の伝統医学において用いられる漢方薬にもヒ素化合物
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が使用されており、種々の癌に対しても制癌作用が期待できる鉱物性生
薬としても用いられてきた。 
近年、無機ヒ素製剤である三酸化二ヒ素(As2O3)が急性前骨髄球性白血
病に対する有効な治療薬として広く使用されており(Chen et al. 1996; 
Mervis. 1996; Gallagher. 1998; Look. 1998; Soignet et al. 1998; Conrad. 
1999; Slack and Rusiniak. 2000)、我が国でも再発急性前骨髄球性白血
病や難治性急性前骨髄性白血病に対する適応を持った治療薬として亜ヒ
酸製剤(トリセノックス)が厚生労働省によって認可されている。その作
用機序は未だ完全には解明されていないが、As2O3 は融合タンパク
PML-RARαの分解を引き起こすことが知られている(Zhu et al. 1997)。
トリセノックスの薬効は極めて高く、米国で行われた臨床試験や国内で
行われた治療研究ではいずれも 70%を超える完全寛解率を誇っている
(Soignet et al. 1998; Soignet et al. 2001; Ohnishi et al. 2002)。ヒ素の代
謝は CYP によるものではなくメチル化や還元によって起こるため、ヒ素
製剤は他の薬剤との相互作用が少ないと考えられ、多剤併用療法に対し
ても有効に使用することが期待できる。現在では慢性骨髄性白血病等他
の白血病や固形がんへの適用を含めた研究が行われている(Ito et al. 
2008)。 
このように難治性疾患に対する極めて有効な治療効果が期待されるヒ
素製剤が今後臨床の現場で幅広く使用されることは大変望ましいと考え
られる。しかしその一方で、無機ヒ素が極めて毒性の高い物質であり、
また体内に取り込まれた後に起こりうるヒトでの吸収や分布、代謝、排
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泄の各過程に関しては未だ不明な点が多く存在していることから、高用
量の無機ヒ素を積極的に体内へ取り込むことは潜在的には非常に危険な
要素を含んでいると考えられる。 
本研究では、生体内に取り込まれた無機ヒ素がメチル化代謝されるこ
とにより起こりうる毒性発現の詳細な機序の解明を行い、また、メチル
化により生じた代謝物の排出機構に関しての詳細な検討を行うことで、
臨床の現場でヒ素が効果的かつ安全に使用できるために必要な要素とは
どのようなものであるかについて研究を行った。 
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略語一覧 
 
iAsIII: arsenite 
iAsV: arsenate 
MMAV: monomethylarsonic acid 
DMAV: dimethylarsinic acid 
MMAIII: monomethylarsonous acid 
DMAIII: dimethylarsinous acid 
GSH: reduced glutathione 
AS3MT: arsenic (+3 oxidation state) methyltransferase  
MRP: multidrug resistance-associated proteins 
ICP-MS: inductively coupled plasma mass spectrometry 
SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate-polyacrylamidegel electrophoresis 
tet: tetracycline 
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Chapter I 
 
ヒト AS3MT を発現させたチャイニーズハムスター卵巣細胞
(T-REx-CHO-hAS3MTtr cells)におけるヒ素代謝と毒性 
 
序論 
 
動物実験の結果より、マウスでは摂取された無機ヒ素のうち 90 %以上
が消化管より吸収され、肝臓や腎臓、脾臓を代表とするあらゆる器官に
分布した後に主に肝臓で代謝され、代謝物は主に尿中へと排出されるこ
とが示されている。また、摂取一時間後で肝臓及び腎臓中のヒ素量はピ
ークに達し、摂取４時間後には肝臓で DMAV が主要な代謝物となる
(Kenyon et al. 2005)。 
無機ヒ素はヒトでは主に肝臓でモノメチルアルソン酸(MMAV)やジメ
チルアルシン酸(DMAV)など五価のメチル化ヒ素に代謝されることが知
られており(Crecelius. 1977; Smith et al. 1977)、主に肝臓で行われるメ
チル化代謝においてはグルタチオン(GSH)と S-アデノシル-L-メチオニ
ン(SAM)がそれぞれ還元剤、メチル基供与体として重要な役割を果たし
ていることが知られている(Buchet and Lauwerys. 1985, 1987, 1988)。 
近年、SAM 依存的な三価ヒ素メチル化酵素(AS3MT)がラット肝臓
cytosol よりクローニングされ、AS3MT はヒト Cyt19 のホモログである
ことが示された(Lin et al. 2002)。recombinant rat AS3MT を用いた実
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験(Waters et al. 2004)により、Waters らは無機ヒ素が MMAV や DMAV 
に代謝される過程で、メチル化反応の中間体と考えられるジメチルアル
シナス酸(DMAIII)や揮発性のトリメチル化ヒ素(TMAO)が生じる事を明
らかにした。その後、AS3MT によるヒ素メチル化ではヒ素と GSH が抱
合体を形成し、このヒ素－グルタチオン抱合体(AS-GSH)が AS3MT によ
るメチル化反応の基質となり、AS-GSH はメチル化され、最終的には
DMAV として代謝されることが明らかにされている(Hayakawa et al. 
2005)。AS3MT によるメチル化には GSH 以外にも cysteine、
mercaptoethenol や dithiothreitol などのチオール(SH)基(Song et al. 
2010)、また、タンパク性の SH 基(Naranmandura et al. 2006)なども重
要な因子であると報告されている。  
これまでヒ素のメチル化は毒性の強い無機ヒ素に対する生体の解毒機
構であると考えられてきた。実際、ヒ素汚染地域に住む人々の尿中代謝
物として検出されるMMAV やDMAV の細胞毒性は三価無機ヒ素(iAsIII)
や五価無機ヒ素(iAsV)と比べて弱く(Hirano et al. 2003)、また、これら五
価のメチル化ヒ素は無機ヒ素と比べて細胞内への取り込みが悪く、体外
への排泄が速い(Aposhian and Aposhian. 2006)。その一方で、ヒ素メチ
ル化反応の中間体と考えられるモノメチルアルソナス酸(MMAIII)やジメ
チルヒ素－グルタチオン抱合体(DMAGIII)など三価メチル化ヒ素化合物
が極めて高い毒性を示す事が報告されており(Styblo et al. 2000; Petrick 
et al. 2001; Hirano and Kobayashi. 2006; Sakurai et al. 2006)、これら
毒性の高いメチル化ヒ素はヒト尿中からも検出されている(Aposhian et 
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al. 2000; Le et al. 2000; Rabieh et al. 2008)。このように、現在では無機
ヒ素のメチル化は解毒化ばかりではなく、代謝活性化を含んだ複雑な生
体反応の一種であると認識されている。 
ヒトではヒ素がメチル化される一方で、マーモセット、モルモット、
チンパンジーなどの動物種ではメチル化が起こらない事が知られている
(Aposhian. 1997; Wildfang et al. 2001)。しかしながら、ヒ素メチル化能
を持たないこれらの動物種のヒ素への感受性はメチル化能を持つ動物と
ほとんど変わらない(Healy et al. 1999)。このことからも、ヒ素のメチル
化は単なる解毒機構ではない複雑な生体反応の一種であると考えられる。  
また、近年ヒトの性差や年齢差に基づくヒ素メチル化代謝能の個別差
を明らかにした研究が盛んに報告されており、その中でも AS3MT をコ
ードする遺伝子に存在する一塩基多系がヒ素代謝の個人差に強く影響し
ていることが数多くの研究により明らかにされている(Engstrom et al. ; 
Fujihara et al. ; Fujihara et al. 2007; Schlawicke Engstrom et al. 2007; 
Agusa et al. 2009; Fujihara et al. 2009; Schlawicke Engstrom et al. 
2009)。 
このように、無機ヒ素のメチル化による代謝はヒ素の毒性発現と強く
関わっていることが明らかであり、またヒ素代謝物の化学形態と毒性と
の関係には現在でも不明な点も多いことから、生体サンプル中のヒ素を
化学形態別に正確に分析する事は重要であると考えられる。そこで本研
究では、テトラサイクリン(tet)により一過性に発現誘導されるヒト
AS3MT 発現ベクター(pT-REx-DEST30-hAS3MT)を遺伝子導入したチ
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ャイニーズハムスター卵巣細胞 (T-REx-CHO-hAS3MTtr)を構築し、
hAS3MT の一過性過発現が細胞のヒ素毒性に及ぼす影響を解析し、また
毒性水準下の三価無機ヒ素(iAsIII)を曝露した細胞の上清及び培地中ヒ素
の化学形態別分析を行い、hAS3MT の一過性過発現が細胞のヒ素代謝に
及ぼす影響の解析を行った。 
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研究 1-1 
 
pT-REx-DEST30-hAS3MT発現ベクターの作製及びT-REx-CHO細胞へ
のトランスフェクション 
 
方法 
試薬 
  
 sodium arsenite (NaAsO2)、sodium arsenate dibasic heptahydrate 
(Na2HASO4·7H2O)、L-Buthionine-sulfoximine (BSO)は Sigma (St. 
Louis, MO, USA)より購入し、DMAV、MMAV は TRI Chem.Lab 
(Yamanashi, Japan)より購入した。Tetrabutylammonium hydroxide 
(TBAH) solution、malonic acid、oxalic acid、その他分析用試薬は全て
Wako Pure Chemicals (Osaka, Japan)より購入した。 
 sodium arsenite は超純水で 100 mM に調整し、ろ過滅菌したものを
stock solution とした。各実験ではこの stock solution を希釈して用時調
整した。BSO の溶液も同様に、超純水に溶かしたものを 100 mM に調整
してろ過滅菌し、各実験で用時調整した。 
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・pT-REx-DEST30-hAS3MT 発現ベクターの作製 
 
Human hepatocellular carcinoma cell line(HepG2 細胞)は RIKEN 
Cell Bank (Tsukuba, Japan)より購入し、Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium(DMEM) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) に 10 % 
heat-inactivated fetal bovine serum (FBS)、100 units/ml penicillin、
100 μg/ml streptomycin (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)を加えた培地
を用い、37 °C、5 % CO2下で培養した。  
 hAS3MT は HepG2 細胞に発現している(Lin et al. 2002)。TRIZOL 試
薬 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)を用いて HepG2 細胞より total 
RNA を抽出し、RNA PCR kit (ABI,Branchburg, NJ, USA)を用いて合
成した cDNA より、完全長の hAS3MT 遺伝子をコードする領域を PCR
法 に よ り 増 幅 さ せ た (primers : sense: 
5’-ATGGCTGCACTTCGTGACGC-3’ ; anti-sense: 
5’-GCAGCTTTTCTTTGTGCCACAGCA-3’)。 
pT-REx-DEST30-hAS3MT 発現ベクターの作製は Gateway cloning 
technology (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)を用いて作成した。PCR 産
物をpCR8/GW/TOPO エントリーベクター (Invitrogen, Carlsbad, CA, 
USA)に組み込んで pCR8/GW/TOPO-hAS3MT プラスミドコンストラク
トを作製し、北海道システムサイエンス社に依頼した DNA シーケンス
により hAS3MT cDNA の配列を確認した。その後、Gateway LR Clonase 
Enzyme Mix (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) を 用 い て
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pCR8/GW/TOPO-hAS3MT コ ン ス ト ラ ク ト と pT-REx-DEST30 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)との間で遺伝子組換え反応を行った。
作製した発現ベクターである pT-REx-DEST30-hAS3MT を遺伝子組み
換え用大腸菌 Subcloning Efficiency DH5α Competent Cells(Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA)へトランスフォームした後、Promega Wizard 
PureFection Plasmid DNA Purification kit (Promega, Madison, WI, 
USA)を用いて精製した。 
 
・T-REx-CHO 細胞へのトランスフェクション 
 
Chinese hamster ovary (CHO) cell line stably expressing Tet 
repressor protein (T-REx-CHO細胞)は Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
より購入し、Ham’s F12 medium(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) に
10 % heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) 、 100 units/ml 
penicillin、100 μg/ml streptomycin (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)、 
10 μg/ml blastcidin (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)を加えた培地を用
い、37 °C、5 % CO2存在下で培養した。 
T-REx-CHO 細胞は tetracycline repressor protein を恒常的に発現し
ているため、遺伝子導入した hAS3MT 発現ベクターの発現は tet 処理の
有無による厳格な調節が期待される。Lipofectamine LTX (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA)を用いて、60 % コンフルエントの T-REx-CHO 細
胞に pT-REx-DEST30-hAS3MT 発現ベクターをトランスフェクション
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した。24 時間後に培地を交換し、10 μg/ml の tet 処理を行い、さらに
24 時間インキュベートした。 
tet 処理による一過性 hAS3MT 過発現の確認はウェスタンブロット法
により行った。インキュベーションの後に cell monolayer を PBS で三回
洗い、セルリフターを用いて EDTA-free 1×Halt protease inhibitor 
cocktail (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA)を加えた ice-cold 
PBS で細胞を回収した。回収した細胞上清は Bioruptor UCD-250 
(CosmoBio Co., Ltd., Tokyo, Japan)を用いて 4 °C で 12 分 30 秒間超音
波破砕し(H-amplitude, repeating 10 s sonication with 20 s intervals)、
得られた均一な細胞上清は 4 °C で 65 分間 120,000 g で超遠心し、得ら
れた上清を－30 °C で冷凍保存した。上清中のタンパク量は bovine 
serum albumin(BSA)をスタンダードに用いる BCA Protein Assay kit 
(Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA) により定量した。 
SDS-PAGE (NuPAGE Bis–Tris Gel 4–12%, Invitrogen, Carlsbad, CA, 
USA)) により細胞上清中のタンパクを還元状態で分離し、ニトロセルロ
ース膜上に転写した。ニトロセルロース膜は 0.05% Tween 20 (Nacalai 
Tesque, Kyoto, Japan)を含んだ protein-free TBS blocking buffer 
(Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA)を用いて 4 °C で 12 時間ブロ
ッキングした後に、一次抗体として goat polyclonal anti-hAS3MT 
antibody (Novus Biologicals, Littleton, CO, USA)を室温で 60 分間反応
させ、その後二次抗体である HRP-conjugated anti-goat IgG antibody 
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)を室温で 45 分間反
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応させた。hAS3MT の検出は ECL plus Western blotting detection 
reagent (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA)を用いて行った。 
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結果 1-1 
 
10 μg/ml の tet 処理による hAS3MT (44kDa)の過発現が認められた。
その一方で、tet 非処理細胞において hAS3MT の発現は認められなかっ
た (fig. 1-1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
fig. 1-1. Immunoblot analysis of hAS3MT expression. T-REx-CHO cells were 
transiently transfected with pT-REx-DEST30-hAS3MT. The transfected cells 
(T-REx-CHO-hAS3MTtr cells) were then either treated or not treated with 10 μg/ml 
of tetracycline (tet) 24 hr after transfection. Following 24 hr of further incubation, 
AS3MT expression was assayed by immunoblotting with anti-AS3MT-pAb. 
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研究 1-2 
 
ヒ素曝露に伴う T-REx-CHO-hAS3MTtr細胞生存率の変化の解析 
 
T-REx-CHO 細胞を 96 well プレートに捲き(7×104 cells per well)、12
時間前培養した。12 時間後に pT-REx-DEST30-hAS3MT をトランスフ
ェクションし、6 時間インキュベーションした。6 時間後に培地交換を行
い、tet 処理の有無で群分けを行って 24 時間インキュベーションした。
24 時間のインキュベーションの後、0.5 mM BSO を含む培地に交換し、
6時間のBSO処理の後に0 (control)、10、25、50、100 μMの濃度のsodium 
arsenite を含む培地に交換し、さらに 24 時間インキュベートした。ヒ素
曝露 24 時間後の細胞生存率は WST-8 Cell Counting Kit (Dojindo, 
Kumamoto, Japan)を用いて測定した。発色による吸光度の値に基づく
Control の細胞生存率を 100 %として、各濃度のヒ素曝露時の細胞生存率
を相対的に比較し、細胞毒性の変化を検討した。 
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結果 1-2 
 
細胞生存率は tet (+) 細胞で有意に減少しており (fig. 1-2)、hAS3MT
の過発現が T-REx-CHO-hAS3MTtr 細胞のヒ素毒性を増強させているこ
とが示唆された。また、BSO 処理による細胞内 GSH 枯渇の影響が
T-REx-CHO-hAS3MTtr 細胞のヒ素毒性に及ぼす影響を解析したところ、
BSO 処理により細胞のヒ素毒性は tet (+)、tet (-)のいずれの群において
も有意に増強しているのが認められた (fig. 1-2)。 
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fig. 1-2. Effects of hAS3MT expression and BSO treatment on cytotoxicity of 
arsenite in T-REx-CHO-hAS3MTtr cells. T-REx-CHO-hAS3MTtr cells were 
incubated in the presence or absence of 10 μg/ml of tet for 24 hr. The medium was 
replaced with fresh medium containing arsenite at concentrations of 0 (control), 10, 
25, 50, or 100 μM for 24 hr. The viability of cells was measured using WST-8. Data 
represent means ± S.E.M. of viability counts in four independent cultures and are 
shown as percentages of the control. Statistical significance was assessed by 
two-way ANOVA and followed by the Scheffe’s post-hoc test; P <0.05 was 
considered significant. 
*, significantly different from control group (P <0.05). §, significantly different from 
both tet and BSO-treated group (P <0.05). #, significantly different from tet-treated 
group (P <0.05). 
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研究 1-3 
 
細胞総ヒ素量の定量 
 
ヒ素の毒性は細胞レベルでは細胞内におけるヒ素の蓄積性と関係して
いると考えられている (Liu et al. 2001)。T-REx-CHO-hAS3MTtr細胞に
おける毒性水準下である、5 μM の sodium arsenite を 24 時間暴露後の
細胞総ヒ素量を ICP-MS により定量した。 
 
方法 
 
T-REx-CHO 細胞を 35 mm culture dishes に捲き(5×105 cells per 
dish)、12 時間前培養した。12 時間後に pT-REx-DEST30-hAS3MT をト
ランスフェクションし、6 時間インキュベーションした。6 時間後に培地
交換を行い、tet 処理の有無で群分けを行って 24 時間インキュベーショ
ンした。24 時間のインキュベーションの後、0.5 mM BSO を含む培地に
交換し、6 時間の BSO 処理の後に 5 μM の sodium arsenite を含む培地
に交換し、さらに 24 時間インキュベートした。24 時間後に細胞を PBS
で三回洗い、セルスクレイパーを用いて１ml の脱イオン水で細胞を回収
した。上に示した方法により超音波破砕処理を行い、得られた均一な細
胞上清液のうち、100 μl は 15,000g で 10 分間遠心した後に上清中のタン
パク量を上に示した BCA 法により定量した。残り 900 μl は灰化用試験
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管に移し、硝酸 (0.75 ml)と H2O2 (0.25 ml)を加えた後、130 °C で 2 日
間加熱し、湿式灰化法による灰化処理を行った。 
灰化を終えた試料は脱イオン水で希釈し、inductively coupled plasma 
mass spectrometry (ICP–MS) (Agilent 7500cx, Yokogawa Analytical 
Systems, Tokyo, Japan)を用いて細胞総ヒ素量の定量を行った。 
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結果 1-3 
 
細胞の総ヒ素量は tet (+) 細胞で有意に増加しており、また BSO 処理
によって tet (+)、tet (-)のいずれの群においても有意に増加しているのが
認められた (fig. 1-3)。興味深い事に、tet (+) BSO (-) 細胞では tet (-)BSO 
(+) 細胞と同程度にヒ素を蓄積していた。 
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fig. 1-3. Effects of hAS3MT expression and BSO treatment on cellular 
accumulation of arsenic in T-REx-CHO-hAS3MTtr cells. T-REx-CHO-hAS3MTtr 
cells were incubated in the presence or absence of 10 μg/ml of tet for 24 hr. The 
cells were then exposed to 5 μM arsenite for 24 hr in the presence or absence of 0.5 
mM BSO. Concentrations of total cellular arsenic were measured by ICP-MS after 
digestion of those samples with nitric acid-H2O2 for 2 days. Data represent means ± 
S.E.M. of three determinations. Statistical significance was assessed with one-way 
ANOVA and followed by the Scheffe’s post-hoc test. *, significantly different 
between the indicated two groups (P <0.05). 
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研究 1-4 
 
HPLC-ICP-MS を用いたヒ素代謝物の化学形態別分析 
 
細胞上清及び培地中のヒ素代謝物を化学形態別に分析するために、 
hAS3MT を 恒 常 的 に 発 現 し て い る HepG2 細 胞 と 一 過 性 に
pT-REx-DEST30-hAS3MT を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た
T-REx-CHO-hAS3MTtr細胞の両方を用いた。 
 
方法 
 
HepG2 細胞を 100 mm culture dishes に捲き、70 %コンフルエントに
なるまで前培養した。また、T-REx-CHO-hAS3MTtr 細胞の作製は 100 
mm culture dishes 内で行った後に、tet 処理の有無による群分けを行っ
た。tet インキュベーションの後に培地を除き、5 μM の sodium arsenite
を含む血清不含培地に交換した。24 時間インキュベーションの後、培地
を回収し、cell monolayer を 150 mM Tris-HNO3で三回洗い、セルスク
レイパーを用いて 200 μl の 150 mM Tris-HNO3で回収した。回収した
細胞上清は上に示した方法により超音波破砕処理を行い、得られた均一
な細胞上清液は 100 μl ずつ二つに分けた。 
化学形態別分析に先行するサンプル前処理と分析方法の詳細は fig. 1-4
に示した。 
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100 μl は細胞上清中に含まれる catalase を失活させるため、
(Naranmandura et al. 2006)の方法を参考にして 72 °C、30 分間の加熱
処理を行い、さらに H2O2を終濃度で 10 %加えることでタンパクなどチ
オール (SH) 基に結合しているヒ素代謝物を遊離させ、これらヒ素代謝
物を全て対応する五価のヒ素代謝物として検出することとした。 
残りの 100 μl は室温で 30 分間のインキュベーションの後に、H2O2の
代わりに脱イオン水を加えた。 
全てのサンプルに対して室温でのインキュベーションを 3 時間行った
後に、4 °C、15,000g で 10 分間遠心し、上清を回収した。得られた上清
液を amicon YM-3 限外ろ過膜 (Millipore, Bedford, MA, USA)に通して、
4 °C、15,000g で 10 分間遠心し、得られたろ過液を HPLC で分離し、ICP
–MS (Agilent7500cx, Yokogawa Analytical Systems, Tokyo, Japan)を
用いて(Shraim et al. 2003)の方法を参考に化学形態別分析を行った。得
られた溶離液を ICP–MS に導入し、溶離液中のヒ素を m/z  75 でモニタ
ーした。HPLC の分離条件は以下の通りである。 
 
Column: Reverse phase column; Inertsil ODS-3,150×4.6 mm,  
particle size 3 μm; GL Science Co., Ltd., Tokyo 
Buffer: 5 mM TBAH, 3 mM malonic acid, 5 % methanol; pH 5.6 
Flow rate: 1.0 mL/min 
Injection volume: 20 μl 
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fig. 1-4.  Procedures for speciation analyses of arsenic metabolites in the cell 
lysates and culture medium using HPLC-ICP-MS. HepG2 cells and 
T-REx-CHO-hAS3MTtr cells were exposed to 5 μM arsenite for 24 hr in the absence 
of FBS. 
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結果 1-4 
 
こ れ ま で の 実 験 結 果 に よ り 、 hAS3MT の 一 過 性 過 発 現 が
T-REx-CHO-hAS3MTtr 細胞においてヒ素毒性を増強させていることが
考えられた。T-REx-CHO-hAS3MTtr細胞におけるヒ素代謝の詳細を明ら
かにするため、HPLC-ICP-MS を用いて 5 μM の sodium arsenite を 24
時間暴露後の細胞上清及び培地中ヒ素代謝物の化学形態別分析を行った。 
ヒ素は SH 基と結合しやすく、なかでも三価のヒ素化合物は SH 基と
の反応性が極めて高いので(Styblo et al. 1996; Styblo and Thomas. 
1997)、細胞のヒ素代謝物を三価のまま化学形態別に分析する事が極めて
困難となっている。 
そのため、細胞上清と培地に終濃度 10 %で H2O2処理を行うことによ
り、ヒ素代謝物を遊離させる事を試みた。しかし、測定サンプルに対し
てこのような H2O2処理を行うことにより、SH 基に結合したヒ素化合物
は対応する五価に酸化されてしまい、測定サンプル中ヒ素代謝物本来の
酸化還元状態として検出するのが不可能となってしまう。このような理
由から、それぞれの測定サンプルについて二つの異なる前処理を行った。
即ち、一方に対しては H2O2処理を行わず、SH 基に結合せずに存在して
いるヒ素代謝物を検出し、もう一方に対しては H2O2処理を行う事でヒ素
化合物を SH 基より遊離させ、測定サンプル中に存在している全てのヒ
素代謝物を検出することを目的とした。同一サンプル由来の二つの
fraction 間で HPLC-ICP-MS の elution profile を比較することにより、
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ヒ素暴露時に細胞上清及び培地中に存在している全てのヒ素代謝物を化
学形態別に分析する事を試みた。 
H2O2 処理によって無機ヒ素に相当するピークが増大していることか
ら、HepG2 細胞では細胞上清に存在するヒ素代謝物の大部分が SH 基等
に結合した三価の無機ヒ素であることが推測され、また MMAV由来と考
えられるピーク高さが H2O2 処理により増大しているのが認められた 
(fig. 1-5 fraction A, B)。  
これらの結果より、HepG2 細胞において arsenite は細胞内に取り込ま
れた後に大部分が無機ヒ素として細胞内 SH 基等に結合した状態で存在
しており、また一部は三価モノメチル化ヒ素である MMAIII までメチル
化され、MMAIIIは細胞内では主にタンパクなどの SH 基等に結合した状
態で存在していることが示唆された。その一方で、五価ジメチル化ヒ素
である DMAV 由来と考えられるピーク高さは H2O2 処理によっても変化
していないことから (fig. 1-5 fraction A, B)、細胞内に取り込まれた
arsenite は一部が DMA まで代謝され、DMA は細胞内では主に SH 基等
に結合していない状態で存在していることが示唆された。 
サンプル中の化学形態別ヒ素量は代表的なヒ素化合物標準液のクロマ
トグラムのピーク高さと比較することにより定量を行った (table. 1)。
HepG2 にヒ素を曝露した培地中にはメチル化ヒ素は検出されず、また、
H2O2 処理を行った細胞上清では、検出された DMAV の量はヒ素量とし
て MMAV よりも少なかった。H2O2 処理を行っていない培地中の総ヒ素
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回収率は 55.5 %であったが、H2O2処理を行う事により回収率は 79.4 %
に変化した。 
次に、ヒ素曝露後の T-REx-CHO-hAS3MTtr 細胞における細胞上清及
び培地中ヒ素代謝物の化学形態別分析を行った。tet (+) 細胞では細胞上
清中ヒ素代謝物の大部分が DMAVとして細胞内 SH 基等に結合していな
い状態で存在していることが示唆された (fig. 1-6 fraction A’, B’)。また、
DMAV、MMAV に由来すると考えられるピーク高さは H2O2 により増大
しているのが認められた (fig. 1-6 fraction A’, B’)。総ヒ素回収率は 91 %
から 105 %の間に渡っていた。HepG2 細胞とは異なり、メチル化ヒ素代
謝物が H2O2処理を行っていない培地中でも検出されており、H2O2処理
によってこれらのメチル化ヒ素代謝物由来と考えられるピーク高さが増
加することはなかった。このことから、培地中に存在すると考えられる
メチル化ヒ素代謝物は五価として SH 基に結合していない状態で存在し
ていることが推察された。 
興味深いことに、sodium arsenite 曝露後の T-REx-CHOhAS3MTtr細
胞の培地中において、tet 処理の有無に依らずに多量の無機ヒ素が五価の
iAsVとして検出されているのが確認された (fig. 1-6 fraction C, C’)。 
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fig. 1-5. Elution profiles of arsenic metabolites in cell lysate fractions (A and B) and 
culture medium (C and D) in arsenite-exposed HepG2 cells (See fig. 1-4) and 20 ng 
As/ml each authentic arsenicals (std). 
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fig. 1-6. Elution profiles of arsenic metabolites in cell lysates fractions (A and B) 
and culture medium (C and D) in arsenite-exposed T-REx-CHO-hAS3MTtr cells 
(See also fig. 1-4) and 5 ng As/ml each authentic arsenicals (std). 
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Table 1.  
Summary of arsenic species in the cell lysates and culture medium of HepG2 and 
T-REx-CHO-hAS3MTtr cells. 
 
 
 
Data represent a means ± S.E.M. of three determinations calculated by 
semi-quantification of speciated arsenicals in each chromatogram and b one 
determination calculated by semi-quantification of speciated arsenicals in one 
chromatogram. ND, not detected. As recovery was calculated as (total speciated 
As/3500)×100. Statistical significance was assessed with Student’s t-test.  
*, significantly different from H2O2-untreated group (P <0.05).  
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研究 1-5 
 
ヒ素曝露に伴う T-REx-CHOhAS3MTtr細胞の培地中 H2O2の定量 
 
 研究 1-4の結果より、sodium arsenite曝露後のT-REx-CHOhAS3MTtr
細胞の培地中において、tet 処理の有無に依らずに多量の無機ヒ素が五価
の iAsVとして検出されているのが確認された(fig. 1-6 fraction C, C’)。   
これまでの研究により、生体内で起こる無機ヒ素の 3 価から 5 価への
酸化反応には H2O2が重要な役割を担っていることが示唆されている。ま
た、生体内では毒性の高い 3 価無機ヒ素から毒性の低い 5 価無機ヒ素へ
と酸化することで、H2O2は取り込まれたヒ素に対する解毒機構としても
機能していることが示唆されている。これまでにも細胞へヒ素曝露後の
培地中に H2O2が存在していることを示した研究報告があり、研究 1-4 の
実験結果からも、sodium arsenite 曝露後の T-REx-CHOhAS3MTtr細胞
の培地中には H2O2が存在しており、このことが培地中で多量の iAsVが
検出された原因であることが考えられる。  
そこで研究 1-5 では T-REx-CHO 細胞に sodium arsenite を 24 時間曝
露後、培地中 H2O2の定量をおこなった。 
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方法 1-5 
 
 T-REx-CHO 細胞を 96 well プレートに捲き(5×103 cells per well)、24
時間前培養した。24 時間後に 1 μM の MK-571 及び 10 μM の sodium 
arsenite を含む培地に交換し、それぞれの群ごとに所定の時間(1、6、9、
12 時間)、さらにインキュベートした。 
ヒ 素 曝 露 後 に 培 地 を 回 収 し 、 培 地 中 の H2O2 は hydrogen 
peroxide/peroxidase detection kit (Cell Technology, Mountain View, 
CA, USA)を用いて定量した。 
96 well プレートの各 well に H2O2 standard (0-2 μM)、control、測定
サンプルを 50 μl ずつ入れた後、reaction cocktail (50 μM detection 
reagent (10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine)、0.1 U/ml horseradish 
peroxidase and 50 mM reaction buffer (sodium phosphate buffer)を加
えて酵素反応を開始させた。酵素反応は遮光した状態で 10 分間、室温で
インキュベーションすることにより行った。培地サンプルは reaction 
buffer で 50 倍希釈して測定した。 
サンプル中の蛍光は fluorescent plate reader (CytoFluor II, 
PerSeptive Biosystems, Framingham, MA, USA)を用いて観察した
(Excitation; 530 nm, Emission; 590 nm)。 
 
 
 
 
 
35 
 
結果 1-5 
 
T-REx-CHO 細胞に sodium arsenite を 24 時間曝露後、培地中 H2O2
の定量をおこなったところ、いずれの測定サンプル中にも 2 μM 程度の
H2O2が検出された(table. 2)。しかし、ヒ素曝露に伴う有意な変化は認め
られなかった。 
細胞におけるヒ素の還元状態は GSH によって調節されており、GSH
は MRP を介して細胞外へ排出されることが知られている。そこで GSH
のトランスポーターである MRP の阻害剤処理による、細胞外への GSH
排出阻害が細胞外における H2O2 の産生状況に及ぼす影響を考慮して
MRP 阻害剤である MK-571 処理を行ったが、培地中の H2O2量には有意
な変化が認められなかった。 
 
Table 2. 
H2O2 Generation in culture medium of T-REx- CHO cells. 
 
Data represent means ± S.E.M. of four determinations  
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考察 
 
 本研究により構築した T-REx-CHO-hAS3MTtr 細胞は tet 処理により
一 過 性 に hAS3MT を 過 発 現 さ せ る こ と が 出 来 る の で 、
T-REx-CHO-hAS3MTtr細胞における hAS3MT 一過性過発現がヒ素曝露
後の細胞生存率、細胞のヒ素蓄積性、そして細胞のヒ素代謝に及ぼす影
響 を 解 析 す る こ と が 可 能 と な り 、 hAS3MT 一 過 性 過 発 現 が
T-REx-CHO-hAS3MTtr細胞のヒ素毒性に及ぼす影響の解析を試みた。 
 T-REx-CHO-hAS3MTtr細胞ではsodium arsenite曝露後の細胞生存率
は tet 処理により有意に低下しており (fig. 1-2)、hAS3MT 一過性過発現
により毒性の高いヒ素代謝物を生成していることが示唆された。この結
果はヒト尿路上皮細胞に rat AS3MT を過発現させた細胞で arsenite 曝
露に伴う細胞毒性が有意に増強している研究結果と一致している
(Drobna et al. 2005)。また、T-REx-CHO-hAS3MTtr細胞では tet 処理の
有無に関わらず BSO により細胞内グルタチオンを枯渇させることで細
胞生存率が有意に低下した(fig. 1-2)。この実験結果に関して、Liu らのラ
ット肝細胞を用いた実験によると、BSO 処理が細胞内グルタチオンを枯
渇させることでヒ素の細胞外への排出経路であるトランスポーターを介
したヒ素－グルタチオン抱合体の細胞外への排出を有意に阻害し、細胞
内により多くのヒ素代謝物を蓄積することで細胞毒性を増強させる原因
となっていると報告しており、細胞内へのヒ素代謝物の蓄積度が増すと
ヒ素の細胞毒性が増強する原因となると述べている (Liu et al. 2001)。 
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 hAS3MT 一過性過発現が T-REx-CHO-hAS3MTtr細胞のヒ素蓄積性に
及ぼす影響を調べるため、T-REx-CHO-hAS3MTtr 細胞に 5 μM の
arsenite を 24 時間曝露し、細胞総ヒ素量を ICP-MS により定量した結
果、tet (+) 細胞の細胞総ヒ素は tet (-)と比べて有意に増加している事が
確認された。この実験結果に関して、Drobna らは毒性の出ない低濃度の
arsenite (1–5 μM)を 24 時間曝露した後に細胞総ヒ素を定量した結果、
rat AS3MTを過発現しているヒト尿路上皮細胞の細胞総ヒ素が正常ヒト
尿路上皮細胞と比べて有意に増加している実験結果を報告している 
(Drobna et al. 2005)。 
これらの実験結果より、T-REx-CHO-hAS3MTtr細胞では hAS3MT の
一過性過発現により sodium arsenite と比べて毒性の高く、細胞内へ蓄
積しやすいヒ素代謝物を生成することでヒ素毒性を増強させていること
が推察された。  
AS3MT によるメチル化の過程で生じると考えられる三価のメチル化
ヒ素代謝物は SH 基に強く結合することが知られており、このことが
hAS3MT過発現細胞でヒ素毒性が増強することの原因であるとする報告
がある(Drobna et al. 2005)。ヒ素化合物の毒性はその化学形態によって
大きく異なっており、ヒ素代謝と毒性は密接に関係していると考えられ
ている。hAS3MT 一過性過発現によるヒ素毒性増強の詳細な機構を解明
するため、ヒ素曝露後の T-REx-CHOhAS3MTtr細胞における細胞上清及
び培地中ヒ素代謝物の化学形態別分析を行った。 
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tet 処理を行った細胞の上清中には DMA が検出されており、また、
H2O2 処理を行う事で MMAV に由来すると考えられるピーク高さが増大
するのが確認された(fig. 1-6 fraction A’, B’)。この実験結果は、細胞上清
中の SH 基等に結合した MMAIII が H2O2 処理によって遊離し、MMAV
として検出されたためと考えられる。 
 MMAIIIや DMAIIIなどの三価メチル化ヒ素の毒性は三価無機ヒ素より
高いと考えられており (DMAIII, MMAIII > iAsIII > iAsV > DMAV, MMAV 
> TMAO) (Styblo et al. 2000; Hirano et al. 2004)、その原因はこれらの
三価メチル化ヒ素が三価無機ヒ素と比べて SH 基への結合を介したタン
パクの酵素活性の阻害をより強く阻害するためであると考えられている 
(Styblo and Thomas. 1997)。本研究の結果より、T-REx-CHO-hAS3MTtr
細胞では hAS3MT 一過性過発現が sodium arsenite 曝露に伴いタンパク
の SH 基との反応性の高いヒ素代謝物を生成していることが毒性増強の
結果であると考えられた。 
HepG2 を用いたヒ素代謝物の化学形態別分析の結果より、HepG2 細
胞では細胞上清中ヒ素代謝物の大部分が SH 基等に結合した iAsIII や
MMAIIIであることが示唆され (fig. 1-5 fraction A, B)、HepG2 細胞内の
メチル化ヒ素代謝物の大部分が MMAIII である事を示した報告
(Hernandez-Zavala et al. 2008)と一致していた。一方、hAS3MT を一過
性に過発現させた T-REx-CHO-hAS3MTtr 細胞の上清中ヒ素代謝物の大
部分は DMAVとして検出された。 
 
 
39 
 
ヒト肝臓細胞は arsenite を効率的にメチル化することが報告されてい
る(Styblo et al. 2000)。しかしながら、hAS3MT を一過性に過発現させ
た T-REx-CHO-hAS3MTtr 細胞と比べて、ヒト肝癌細胞である HepG2
の無機ヒ素メチル化効率は低かった。肝細胞では比較的高濃度 (>1 μM)
の arsenite を曝露するとヒ素メチル化効率は著しく低下する事が報告さ
れている(Styblo et al. 1999; Drobna et al. 2004; Hernandez-Zavala et 
al. 2008)。本研究では HepG2 細胞に 5 μM の終濃度で arsenite を曝露
しているため、このことが HepG2 細胞のメチル化効率を低下させたこと
が考えられた。 
 MMAIIIはAS3MTタンパクの SH基に対して結合することが報告され
ており(Drobna et al. 2004)、細胞内におけるヒ素メチル化の過程、特に
モノメチル化ヒ素からジメチル化ヒ素へのメチル化反応が起こる過程が
この As-AS3MT の形成により阻害されることが考えられる。近年、
thioredoxin や glutaredoxin などの SH 基を持った還元性のある酵素が
細胞内での AS3MT によるヒ素メチル化の維持に不可欠な役割を果たし
ていると報告されている(Waters et al. 2004; Mizumura et al. 2010)。
thioredoxin や glutaredoxin の酵素活性は MMAIII によって阻害される
と報告されており(Lin et al. 2001)、HepG2 細胞では細胞内のヒ素メチ
ル化の過程で中間体として生じた MMAIII が細胞内に蓄積することで
AS3MT によるヒ素メチル化が阻害されたことが示唆された。 
ラットでは各臓器間で AS3MT の発現レベルが異なっており
(Kobayashi et al. 2007)、また初代培養ヒト肝細胞を用いた研究では
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AS3MT の発現レベルとヒ素メチル化効率の間には相関関係が存在して
いないと報告されている(Drobna et al. 2004)。しかし、異なる動物種由
来の肝細胞を用いた研究では AS3MT の発現レベルとヒ素メチル化効率
の間に相関関係が存在するという研究報告がある(Drobna et al. 2010)。
このことから、T-REx-CHO-hAS3MTtr細胞と HepG2 細胞の間で見られ
たヒ素代謝の違いには AS3MT の発現レベル以外の因子が関係している
ことが示唆された。 
興味深いことに、T-REx-CHO-hAS3MTtr 細胞では arsenite 曝露後の
培地中に多量の無機ヒ素が五価の iAsV として検出されており、tet 処理
の有無に依らないことが明らかになった。 
iAsIII は生体サンプル中の様々な因子によって容易に酸化され得るこ
とが報告されている(Del Razo et al. 2001)。Barchowsky らはブタ血管内
皮細胞を用いた実験により、arsenite 曝露後に細胞外で H2O2の産生が有
意に増加していることを報告している(Barchowsky et al. 1999)。H2O2
などに代表される活性酸素種(ROS)はヒ素曝露により細胞内で産生され、
このことはヒ素の細胞毒性の原因の一つであるとこれまで考えられてき
た。しかし、近年ではヒ素曝露に伴って生じる ROS はヒ素の解毒化に対
しても不可欠な役割を果たしていると考えられており、特に毒性の強い
三価ヒ素代謝物が五価ヒ素へと酸化されることでヒ素毒性が軽減すると
考えられている(Aposhian et al. 2003; Aposhian et al. 2004)。 
 T-REx-CHO細胞ではヒ素曝露の有無に依らずに培地中に2 μM程度の
H2O2が検出されている(table 2)。同じ T-REx-CHO-hAS3MTtr細胞で 5 
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μM の sodium arsenite を 24 時間曝露させた後に培地中に検出された無
機ヒ素に関して、およそ 50 %程度のヒ素が五価として検出されており
(table 1)、三価の無機ヒ素と H2O2が化学量論的には 1:1 の割合で反応す
ることを考えると、培地中に存在している 2 μM の H2O2は培地中三価無
機ヒ素の五価への酸化に対しては必要十分な量の役割を担っていること
が示唆された。しかしながら、この培地中ヒ素の三価から五価への酸化
に関しては、酸化作用を有する H2O2以外の因子の役割も想定される。 
本研究により、AS3MT はヒ素曝露後の細胞内でメチル化ヒ素を生成す
ることで細胞のヒ素毒性を増強させていることが示唆された。また、細
胞内でモノメチル化ヒ素は SH 基等に結合して存在しており、ジメチル
ヒ素の大部分は SH 基等に結合していない状態で存在していることが示
唆された。培地中では曝露した arsenite が H2O2により酸化されている
ことが示唆されたが、このようなヒ素化合物の酸化反応が細胞のヒ素毒
性の調節に関与していることが示唆され、詳細に関してのこれからの研
究が待たれる。 
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Chapter II 
 
ヒト MRP2 を発現させたチャイニーズハムスター卵巣細胞
(T-REx-CHO-hMRP2tr cells)におけるヒ素代謝と毒性 
 
序論 
 
 これまでの研究により、AS3MT は SH 基との反応性の高いメチル化ヒ
素を生成することで細胞のヒ素毒性を増強させていることがわかったが
(Watanabe et al. 2011)、培地中にこれらメチル化ヒ素代謝物が検出され
ており、培地中での H2O2の産生も含めて、ヒ素代謝物の細胞外への排出
に関わる詳細な機構に関しては不明な点が残った。 
無機ヒ素である arsenite は AQP 7/9 (Liu et al. 2004)や Glucose 
transporter (GLUT) (Liu et al. 2006)などの各種トランスポーターを介
して細胞内に取り込まれた後に GSH と抱合体をつくり、細胞内でメチル
化 な ど に よ る 代 謝 を 受 け た 後 に ATP-binding cassette (ABC) 
transporter の一種である multidrug resistance-associated proteins 
(MRPs)等を介して主に As-GSH 抱合体として細胞外へ排出されること
が知られている(Kala et al. 2000; Kala et al. 2004)。 
ヒ素代謝物の細胞外への排出に関与する ABC transporter としてこれ
までに二つの family が知られている。一方の ABCC subfamily は MRP1
や MRP2 などの MRPs を含んでおり、もう一方の ABCB subfamily に
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は multidrug resistance1/P-glycoprotein (MDR1/P-gp)が含まれている
(Drobna et al. 2010)。それぞれの transporter では組織局在性が異なっ
ており、MRP1 が細胞の基底膜側に局在している一方で、MRP2 は頂端
膜側に局在している。摂取されたヒ素の大部分は肝臓で GSH との抱合体
を作るが、これら As-GSH 抱合体は MRP2 により胆汁中へ速やかに排出
されることが知られている(Kala et al. 2000)。また、MRP1 はヒ素代謝
物の血液中への排出に関与することが明らかにされている(Leslie et al. 
2004)。しかしながらこれら transporter の厳密なレベルでのヒ素代謝物
基質特異性を含めて、詳細な機能の違いに関しては不明な点が多い。 
 GSH 抱合体の細胞外への排出は細胞内の GSH 量と細胞膜における
MRP 発現量の二つの因子によって調節されていると考えられており
(Vanhoefer et al. 1996)、細胞内のヒ素代謝物は主に As-GSH 抱合体とし
て MRP を介して細胞外へ排出されると示唆されることから、細胞のヒ
素毒性と細胞外へのヒ素排出は細胞内の GSH 量 と MRP の機能によっ
て調節されていると考えられる。 
 ラット肝上皮細胞を用いた実験により、arsenite の曝露によって細胞
膜上 MRPs の発現が誘導され、また MRPs の機能的阻害剤である
MK-571 処理によって細胞のヒ素毒性は有意に増強することが報告され
ている(Liu et al. 2001)。また、MRP1 をノックアウトした ES 細胞では
細胞のヒ素毒性が増強することが報告されている(Rappa et al. 1997)。ヒ
素代謝物の細胞外への排出における MDR 遺伝子の役割に関しては不明
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な点が多いが、MDR1 ノックアウトマウスでは細胞へのヒ素蓄積とヒ素
毒性が増強することがこれまでに報告されている(Liu et al. 2002)。 
本研究では、テトラサイクリンにより一過性に発現誘導されるヒト
MRP2 発現ベクター(pT-REx-DEST30-hMRP2)を遺伝子導入したチャイ
ニーズハムスター卵巣細胞 (T-REx-CHO-hMRP2tr 細胞 )を構築し、
hMRP2 の一過性過発現が細胞のヒ素毒性に及ぼす影響を解析し、また
MK-571 処理による MRP の機能阻害が細胞のヒ素毒性に及ぼす影響を
検討した。 
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研究 2-1 
 
テトラサイクリン応答性 hMRP2 発現ベクターの作製及び T-REx-CHO
細胞へのトランスフェクション 
 
方法 
試薬 
  
 sodium arsenite (NaAsO2)、sodium arsenate dibasic heptahydrate 
(Na2HASO4·7H2O)、L-Buthionine-sulfoximine (BSO)は Sigma (St. 
Louis, MO, USA)より、MK-571 は Calbiochem (San Diego, CA, USA)
より購入した。 
 sodium arsenite は超純水で 100 mM に調整し、ろ過滅菌したものを
stock solution とした。各実験ではこの stock solution を希釈して用時調
整した。BSO の溶液も同様に、超純水に溶かしたものを 100 mM に調整
してろ過滅菌し、各実験で用時調整した。また、MK-571 は超純水に溶
かしたものを 3 mM に調整して同様にろ過滅菌し、各実験で用時調整し
た。 
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・テトラサイクリン応答性 hMRP2 発現ベクターの作製 
 
hMRP2 は HepG2 細胞膜上に発現している(Tanaka et al. 1999)。
TRIZOL Plus RNA Purification kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)を
用いて HepG2 細胞より total RNA を抽出し、Superscript VILO cDNA 
synthesis kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)を用いて cDNA を合成し、
完全長 hMRP2 遺伝子をコードする領域を PCR 法により増幅させた
(primers : sense primer: 5’-CACCATGCTGGAGAAGTTCTGCAA-3’ ; 
anti-sense primer: 5’-CTAGAATTTTGTGCTGTTCACATTC-3’) 。
hMRP2 発現ベクターは Gateway cloning technology (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA)を用いて作成した。PCR 産物を pENTR/D-TOPO
エントリーベクター (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)に組み込んで
pENTR/D-TOPO-hMRP2 プラスミドコンストラクトを作製し、北海道
システムサイエンス社に依頼したDNAシーケンスによりhMRP2 cDNA
の配列を確認した。その後、  Gateway LR Clonase Enzyme Mix 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)を用いて pENTR/D-TOPO-hMRP2 プ
ラスミドコンストラクトと pT-REx-DEST30 (Invitrogen, Carlsbad, CA, 
USA)との間での遺伝子組換え反応を行った。作製した発現ベクターであ
る pT-REx-DEST30-hMRP2 を遺伝子組み換え用大腸菌 One Shot 
TOP10 Chemically Competent E.coli (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
へトランスフォームした後、Promega Wizard PureFection Plasmid 
DNA Purification kit (Promega, Madison, WI, USA)を用いて精製した。 
 
 
47 
 
・T-REx-CHO 細胞へのトランスフェクション 
  
Lipofectamine LTX (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)を用いて、60 % 
コンフルエントの T-REx-CHO 細胞(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)に
pT-REx-DEST30-hMRP2 発現ベクターをトランスフェクションした。
24 時間後に培地を交換し、1 μg/ml のテトラサイクリン(tet)処理を行い、
さらに 24、36、48 時間インキュベートした。 
インキュベーションの後に cell monolayer を PBS で三回洗い、セルリ
フターを用いて protease inhibitor cocktail と PMSF を加えた RIPA 
Lysis Buffer(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)で細胞
を回収した後に 13,000 g で 4 °C で 20 分間遠心し、得られた上清は－
80 °C で冷凍保存した。上清中のタンパク量は BSA をスタンダードに用
いる BCA Protein Assay kit (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA) 
により定量した。 
tet処理によるhMRP2過発現をウェスタンブロット法により確認する
ため、SDS-PAGE (NuPAGE Novex 3-8% Tris-Acetate Gel, Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA) で細胞上清中のタンパクを還元状態で分離し、ニト
ロセルロース膜上に転写した。ニトロセルロース膜は 0.05% Tween20 を
含 ん だ protein-free TBS blocking buffer (Pierce Biotechnology, 
Rockford, IL, USA)を用いて 4 °C で 12 時間ブロッキングした後に、一
次抗体として M2III-6 mouse monoclonal anti-recombinat C-terminal 
rat MRP2 antibody (Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA)を室
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温で 60 分間反応させ、その後二次抗体である HRP-conjugated 
anti-mouse IgG antibody (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 
USA)を室温で 45 分間反応させた。hMRP2 の検出は ECL plus Western 
blotting detection reagent (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA)を用
いて行った。 
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結果 2-1 
 
ウェスタンブロットの結果より、1 μg/ml の tet 処理により hMRP2 の
過発現が認められ、また tet 処理時間による hMRP2 発現量の変化は認め
られなかった。tet 処理を行っていない細胞や pT-REx-DEST30-hMRP2
のトランスフェクションを行っていない細胞でも hMRP2 の発現が認め
られたが、その発現量は HepG2 細胞と比較して弱いものであった (fig. 
2-1)。 
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fig. 2-1. Immunoblot analysis of hMRP2 expression. T-REx-CHO cells were 
transiently transfected with pT-REx-DEST30-hMRP2. The transfected cells 
(T-REx-CHO-hMRP2tr cells) were then either treated or not treated with 1 μg/ml of 
tetracycline 24 hr after transfection. Following further incubation of the indicated 
hours, hMRP2 expression was assayed by immunoblotting with anti-rat 
MRP2-mAb. α-Tubulin was used as a loading control. U- unterated T- treated 
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研究 2-2 
 
ヒ素曝露に伴う T-REx-CHO-hMRP2tr細胞生存率の変化の解析 
  
 tet 処理による hMRP2 の一過性過発現が T-REx-CHO-hMRP2tr 細胞
のヒ素毒性に及ぼす影響を解析するため、tet 処理 { tet (+) } 細胞、及び
tet 非処理 { tet (-) } 細胞における sodium arsenite (0, 10, 25, 50, 100 
μM) 24 時間暴露後の細胞生存率を算出した。また、BSO 処理による細
胞内 GSH 枯渇の影響、及び MK-571 処理による MRP 阻害の影響が
T-REx-CHO-hMRP2tr細胞のヒ素毒性に及ぼす影響を解析した。 
 
方法 
T-REx-CHO 細胞を 96 well プレートに捲き(5×103 cells per well)、24
時間前培養した。24 時間後に pT-REx-DEST30-hMRP2 をトランスフェ
クションし、6 時間インキュベーションした。6 時間後に培地交換を行い、
tet 処理の有無により 24 時間インキュベーションした。24 時間のインキ
ュベーションの後、BSO 処理(0.5 mM)の有無に依る群分けを行い、
sodium arsenite (0, 10, 25, 50, 100 μM)を含む培地で 24 時間インキュベ
ーションした。 
同様に、tet 処理の有無による 24 時間インキュベーションの後、
MK-571 処理(50 μM)の有無に依る群分けを行い、30 分後に培地交換を
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行って MK-571 を除去した後に sodium arsenite (0, 5, 10, 25, 50 μM)を
含む培地で 24 時間インキュベーションした。 
ヒ素曝露 24 時間後の細胞生存率は改変 MTT 法に基づく WST-8 Cell 
Counting Kit (Dojindo, Kumamoto, Japan)を用いて測定した。 
発色による吸光度の値に基づくControlの細胞生存率を 100 %として、
各濃度のヒ素曝露時の細胞生存率を相対的に比較し、細胞毒性の変化を
解析した。 
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結果 2-2 
 
細胞生存率は tet (+) 細胞で増加しており(fig. 2-2)、hMRP2 の過発現
が T-REx-CHO-hAS3MTtr 細胞のヒ素毒性を減少させていることが示唆
された。また、BSO 処理による細胞内 glutathione (GSH) 枯渇の影響が
T-REx-CHO-hAS3MTtr 細胞のヒ素毒性に及ぼす影響を解析した結果、
BSO 処理によって細胞生存率は tet (+)、tet (-)の何れの細胞においても
有意に減少しているのが認められた (fig. 2-2)。 
同様に、MK-571 処理によって細胞生存率は tet (+)、tet (-)の何れの細
胞においても有意に減少しているのが認められた (fig. 2-3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
fig. 2-2. Effects of hMRP2 overexpression and BSO treatment on cytotoxicity of 
arsenite in T-REx-CHO-hMRP2tr cells.   
T-REx-CHO-hMRP2tr cells were incubated in the presence or absence of 1 μg/ml 
of tet for 24 hr. The culture medium was replaced with fresh medium containing 
sodium arsenite at concentrations of 0 (control), 10, 25, 50, or 100 μM in the 
presence or absence of 0.5mM BSO for 24 hr. The viability of cells was measured 
using WST-8.  
  Data represent means ± S.E.M. of viability counts in four independent cultures 
and are shown as percentages of the control.  
  Statistical significance was assessed by two-way ANOVA and followed by the 
Scheffe’s post-hoc test; P <0.05 was considered significant. 
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 *Significantly different from control group (P <0.05). §Significantly different 
from both tet and BSO-treated group (P <0.05). ♯Significantly different from 
tet-treated group (P <0.05). 
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Fig. 2-3. Effects of hMRP2 over-expression and BSO treatment on cytotoxicity of 
arsenite in T-REx-CHO-hMRP2tr cells.   
T-REx-CHO-hMRP2tr cells were incubated in the presence or absence of 1 mg/ml 
of tet for 24 hr. The culture medium was replaced with fresh medium containing 
sodium arsenite at concentrations of 0 (control), 10, 25, 50, or 100 mM in the 
presence or absence of 0.5mM BSO for 24 hr. The viability of cells was measured 
using WST-8.  
  Data represent means ± S.E.M. of viability counts in four independent cultures 
and are shown as percentages of the control.  
  Statistical significance was assessed by two-way ANOVA and followed by the 
Scheffe’s post-hoc test; P <0.05 was considered significant. 
 *Significantly different from control group (P <0.05). ♯Significantly different 
from tet-treated group (P <0.05 ) 
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研究 2-3 
 
蛍光基質を用いた MRP による基質排出促進作用の検討 
  
蛍光基質 5-chloromethyl fluorescein diacetate (CMFDA ; Molecular 
Probes, Eugene, OR, USA)は細胞内に取り込まれた後に esteraseの作用
で蛍光を発するようになるが、その一方で細胞内での GSH 抱合により生
成する glutathione-methylfluorescein (GS-MF)として MRP を介して細
胞外へ排出されるため、細胞に発現した MPP の過発現による細胞内の蛍
光強度の低下、及び MRP 機能阻害による蛍光強度の増強が示唆される。 
T-REx-CHO-hMRP2tr 細胞における MRP の基質排出促進機能を解析
するため、GS-MF の細胞内への蓄積変化を蛍光顕微鏡により観察した。 
 
方法 
T-REx-CHO-hMRP2tr細胞の作製は coverslip 上で行い、1 μg/ml のテ
トラサイクリンの有無により 24 時間インキュベーションした。 
24 時間後に 50 μM の MK-571 で 30 分間処理した後に、2.5 μM の
CMFDA を含んだ培地に交換して 15 分間インキュベーションした。その
後培地を除き、CMFDA を含んでいない培地に交換して 30 分間インキュ
ベーションした。30 分後培地を除き、coverglass をスライドガラスの上
に載せて蛍光顕微鏡により観察した(Excitation; 490 nm, Emission; 520 
nm)。 
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結果 2-3 
 
MK-571 処理により GS-MF による蛍光強度の増加が認められた。ま
た、tet 処理による細胞内の蛍光強度の軽微な低下が認められた(fig. 2-4)。
MK-571 処理を行った細胞では tet 処理による細胞内蛍光強度の低下は
認められなかった。 
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fig. 2-4. Intracellular accumulation of GS-MF in T-REx-CHO-hMRP2tr cells. 
T-REx-CHO-hMRP2tr cells seeded on coverslips were incubated in the presence or 
absence of 1 μg/ml of tet for 24 hr. The cells was then treated or not treated with 50 
μM MK-571 for 30 min. The medium was then replaced with fresh medium 
containing 2.5 μM CMFDA for 15min. Thereafter, the cells were washed and 
incubated for 30min with CMFDA-free medium. After washing, coverslips were 
mounted on a slide glass and examined with a fluorescence microscope (Excitation; 
490 nm, Emission; 520 nm) 
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研究 2-4 
 
ヒ素曝露に伴う T-REx-CHO 細胞の生存率変化の解析 
 
T-REx-CHO 細胞を 96 well プレートに捲き(5×103 cells per well)、24
時間前培養した。24 時間のインキュベーションの後、50 μM の MK-571
を含む培地に交換し 30 分間インキュベーションした後に MK-571 を除
去し、sodium arsenite (0, 5, 10, 25, 50 μM)を含む培地で 24 時間インキ
ュベーションした。ヒ素曝露 24 時間後の細胞生存率は改変 MTT 法に基
づく WST-8 Cell Counting Kit (Dojindo, Kumamoto, Japan)を用いて測
定した。 
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結果 2-4 
 
細胞生存率は MK-571 処理によって有意に減少しているのが認められ
た (fig. 2-5)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
fig. 2-5. Effects of MRP inhibition by MK-571 on cytotoxicity of arsenite in 
T-REx-CHO cells. T-REx-CHO cells were incubated in the presence or absence of 
50 mM of MK571 for 30 min. The medium was replaced with fresh medium 
containing sodium arsenite at concentrations of 0 (control), 5, 10, 25, 50 mM for 24 
hr. The viability of cells was measured using WST-8.  
  Data represent means ± S.E.M. of viability counts in four independent cultures 
and are shown as percentages of the control. Statistical significance was assessed 
by one-way ANOVA and followed by the Scheffe’s post-hoc test; P <0.05 was 
considered significant.   *Significantly different from control group (P <0.05). 
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考察 
 
 本研究により構築した T-REx-CHO-hMRP2tr 細胞は tet 処理により一
過 性 に hAS3MT を 過 発 現 さ せ る こ と が 出 来 る の で 、
T-REx-CHO-hMRP2tr細胞における hMRP2 一過性過発現がヒ素曝露後
の細胞生存率、細胞のヒ素蓄積性、そして細胞のヒ素代謝に及ぼす影響
を解析することが可能となり、hMRP2 一過性過発現が T-REx-CHO- 
hMRP2tr細胞のヒ素毒性に及ぼす影響を解析した。 
 sodium arsenite 曝露後の細胞生存率は tet 処理群で有意に増加してお
り (fig. 2-2、2-3)、T-REx-CHO-hMRP2tr細胞では hMRP2 一過性過発
現によりヒ素毒性を減少させていることが示唆された。また、
T-REx-CHO-hMRP2tr細胞では MK-571 処理により細胞生存率が有意に
減少していた(fig. 2-3)。   
ラット肝上皮細胞を用いた実験により、無機ヒ素の曝露によって
MRPs の発現が誘導され、また MK-571 処理によって細胞のヒ素毒性は
有意に増強することが報告されている(Liu et al. 2001)。BSO 処理が細胞
内 GSH を枯渇させることでヒ素の細胞外への排出経路であるトランス
ポーターを介した As-GSH の細胞外への排出を有意に阻害し、細胞内に
より多くのヒ素代謝物を蓄積することで細胞毒性を増強させる原因とな
っていると考えられる。また、MRP の機能阻害を確認するために行った
MK-571 処理は 30 分間ときわめて短い時間であるにもかかわらず、MRP
による蛍光基質の細胞外への排出は著しく阻害された(fig. 2-4)。 
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蛍光基質を用いて MRP の基質排出機能を解析した実験結果より、tet
処理による蛍光基質の細胞外への排出促進効果は軽微であったことから、
本研究により構築した T-REx-CHO-hMRP2tr細胞では、hMRP2 の一過
性過発現による影響が今回用いた種々の細胞毒性解析手法では軽微な変
化としてしか観察されていないことが考えられた。また、ウェスタンブ
ロットの結果より non transfectant である T-REx-CHO 細胞でも
hMRP2 の弱い発現が認められた。そのため T-REx-CHO 細胞に MK-571
処理を行い、arsenite 曝露に伴う細胞生存率の変化を解析した結果、
MK-571 処理によりヒ素曝露後の細胞生存率の有意な低下が認められた。 
これらの結果から、T-REx-CHO 細胞では細胞内に取り込まれた無機ヒ
素、及び細胞内におけるヒ素代謝により生じたヒ素代謝物の細胞内にお
ける毒性調節及びそれらの細胞外への排出機構に MRP2 の発現が関与し
ていることが示唆された。 
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総括 
 
本研究によって得られた研究成果をまとめる(fig. 2-6)。 
哺乳類細胞では、ヒ素は主に三価無機ヒ素の形態で AQP や GLUT な
どのトランスポーターを介して取り込まれ、また五価無機ヒ素の形態で
リン酸トランスポーターを介して取り込まれると考えられている。細胞
内に取り込まれた後に無機ヒ素はメチル化などによる代謝を受けると考
えられるが、細胞内には GSH など SH 基を持った物質が豊富に存在して
おり、五価無機ヒ素はタンパクと結合しない事が示唆される一方
(Mizumura et al. 2010)で、トランスポーターを介して取り込まれた三価
無機ヒ素はタンパクや酵素等の SH 基との結合を介して毒性発現に寄与
することが示唆された(Watanabe et al. 2011)。 
細胞内に豊富に存在するGSHと iAsの抱合体であるAs(SG)3はヒ素メ
チル化酵素hAS3MTを発現していないT-REx-CHO細胞では細胞内にお
けるヒ素代謝物の大部分を占めていると考えられた。同時に、
T-REx-CHO細胞ではこのAs(SG)3がMRPを介して細胞外へ排出される
ことで毒性の軽減に寄与していることが chapter 2 の研究により示唆さ
れた。   
As(SG)3は AS3MT によるヒ素メチル化の基質となっており、細胞内の
ヒ素メチル化における中間生成物と考えられるMMAIIIやDMAIII等三価
メチル化ヒ素代謝物は三価無機ヒ素同様にタンパクや酵素等の SH 基と
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の結合を介して毒性発現に寄与することが示唆された(Watanabe et al. 
2011)          
また、AS3MT を一過性に過発現させた T-REx-CHO-hAS3MTtr細胞で
はこれら三価メチル化ヒ素が培地中に検出されており(Watanabe et al. 
2011)、三価メチル化ヒ素は GSH と抱合体を形成することで細胞外へ排
出されると考えられ、MRP 等のトランスポーターを介して細胞外へ排出
されることが示唆された。 
このようにヒ素代謝物の細胞外への排出に関して MRP が重要な役割
を担っていると考えられるが、human MRP2 の hamster ホモログの発
現が認められたT-REx-CHO細胞ではMK-571処理によりMRP2の機能
が阻害されることで細胞のヒ素毒性は有意に増強することが示唆された。 
 上記のことが本研究によって明らかにされた一方で、生体内における
ヒ素代謝に関して以下のような疑問点が未だ解決されていない。 
まず、ヒ素を投与した動物の尿中代謝物の大部分は DMAVであるにも
拘わらず、肝臓によりメチル化代謝されたヒ素の主要な排出先である胆
汁中には DMA が検出されていない。ヒ素は肝臓によるメチル化を受け
る際に monomethylarsenic diglutathione (CH3AsIII(SG)2, MADGIII)や
dimethylarsenic glutathione ((CH3)2AsIIISG, DMAGIII)などの AS-GSH
抱合体を形成するが、菌類では DMAGIII が dimethylarsine や
trimethylarsine など揮発性のアルシンガスに代謝されることが報告さ
れている(Cullen and Reimer. 1989)。これら揮発性のアルシンガスがヒ
素を摂取した哺乳類でも発生しているかに関しては不明であるが、ヒ素
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の急性中毒にかかったヒトの呼気はニンニク臭がするという報告(IPCS. 
2001)があり、ヒトがヒ素を摂取した後に体内で代謝が行われる過程では
何らかの揮発性ヒ素化合物が発生している可能性が示唆される。 
また、DMAGIII は極めて不安定なヒ素代謝物であり、肝細胞中では
DMAIIIに変化してしまうことが報告されている(Hirano and Kobayashi. 
2006)。無機ヒ素摂取後の動物の赤血球中には多量の DMAIII が含まれて
いることが知られているが、この DMAIIIがどこから輸送されてくるのか、
ほとんど明らかにされていない。しかしながら、肝細胞で生じた DMAGIII
が細胞の基底膜側に局在する MRP1 により血管側へと排出された後にそ
の不安定さにより DMAIIIへと変化し、赤血球中に DMAIIIとして存在し
ている可能性が考えられる。 
 今後、固形癌を代表とする様々な難治性疾患に対しての有効な効果が
期待される薬剤として、無機ヒ素ばかりでなく有機ヒ素などもヒ素製剤
として幅広く用いられる可能性が大いに考えられるが、ヒ素摂取に伴う
毒性発現を最大限に抑えた上で効果的に用いるためには、MRP1、MRP3
など MRP2 以外の MRPs や MDR、そして未だ同定されていない他の排
出トランスポーターを含めて、メチル化などにより生じたヒ素代謝物の
排出の機構を詳細に解明することが早急に求められており、今後の研究
の進展が強く望まれる。 
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fig. 2-6. Metabolism of inorganic As and excretion of their metabolites in 
mammalian cells.  (Watanabe and Hirano. in press) 
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